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論文内容の要旨
ほ乳動物の血中には生理活性ペプチド，キニンの前駆蛋白質が 2 種類存在し， そのうち高分子型
(HMW) のみが内因系凝固の開始反応(湿因子活性化反応)に関与している。中でもウシ HMWキニ
ノーゲン(以下 Kgn と略)， (M. W. 76， 000) については，化学構造が最も詳しく研究されており，そ
の分子内に His 残基に富む領域 (Fragment 1 ・ 2) が見い出され機能発現に重要な役割を果している
ことが示唆された。本研究では His に富む領域がウシ以外の動物の HMW喧 Kgn 中にも存在するかど
うか明らかにする目的で，ウマ HMW- Kgn の精製を行い，また凝固の開始反応に補助因子として要
求される HMW-Kgn の役割及びその構造と機能相関を明らかにする目的で 盟国子活性化反応の再
・構成系を作り実，験を行った。
〔 1) ウマ HMW-Kgn の精製とその性質一一従来のウシ HMW-Kgn 精製法を改良しウマ血築より
HMW-Kgn を高純度に精製した。ウマ HMW-Kgn は免疫化学的にはウシ HMW-Kgn と異なるが，そ
の蛋白化学的性質，キニン周辺のアミノ酸配列はウシのものと似ており，かつ His に富む領域が血築
カリクレインの作用で遊離された。従って His に富む領域がほ乳動物一般の HMW-Kgn に存在する
ことが示唆された。また新しいアミノ酸配列を持つキニン誘導体， Leu-Lys-bradykinin をウマ HM
W-Kgn 中に発見した。
〔 ll) 湿因子活性化における HMW.・ Kgn の役割一一
1. HMW-Kgn の増幅効果:ウシ血築より高純痩に精製した盟国子，プレカリクレイン， HMW-Kgn 
を含む溶液に異種表面としてカオリンを加えると理a，カリクレインが生じる。 この反応を解析する
ために次のような反応系を組み，蛍光性ペプチド基質を用いて各因子の活性化速度を測定した。
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1 . XI[+ Prekallikrein T 7" .. T Y>O ..nr T7" Xla + Prekallikrein Kaolin , HMW-Kgn 
2 . 
XE E(allikrein __ 
Kaolin , HMW-Kgn 岨a
3. 
Xla 
Prekallikrein _ . _ :.-__ _ Kallikrein 
Caolin, HMW-Kgn 
(1), (3) では z-Phe-Arg-MCA大 (2) でほ Boc-Glu( OBzl) ーGly-Arg-MCA を基質に用いた。
(* : 4-methylcoumaryl-7・amide.)
上記に示した各因子はそれぞれの反応に必須であり，特にカオリンと HMW-Kgn にはその最大増幅
効果を示す至適濃度が存在した。 HMW-Kgn は (1)の系では 180倍， (1) の系の素反応， (2), (3) の系でも
それぞれ20倍以上の増幅効果を示す。 HMW-Kgn の効果は(3)の反応で見る限り， Vmax には影響を与
えずに，基質(この場合はプレカリクレイン)に対する見かけの Km値を 1/25 に減少させる作用に基
づく。
2. HMW・Kgn の機能部位: HMW-Kgn を各種酵素で限定分解し，母分子のいろいろな領域から成
る各種 Kgn断片を調整し， (1) の反応系に添加し，理因子活性化に及ぼす影響を調べ，次のような結果
を得た。① HMW-Kgn の C末端側の M. W.28 ， 000の領域 (Fragment 1 ・ 2 -Light cham) を含む断
片は，すべて母分子と同程度の増幅効果を持つ。② Fragment 1 ・ 2 は母分子存在下でのXI[因子活性
化を完全に阻害する。③低分子型 (LMW) Kgn には増幅効果は見られない。④キニン部のみを欠く
断片は母分子より少ない量で同程度の効果を示す。
以上の結果より， HMW-Kgn の増幅効果をもたらす構造領域は，母分子の C末端側に局在すること
が明らかになった。また母分子より高い補助因子活性を持つ分子種が，盟国子活性化反応の過程で生
成される可能性を示唆する現象を見出した。
論文の審査結果の要旨
高分子キニノーゲンは，内因系血液凝固の開始反応において， cofactor として要求されることが遺
伝的にこの因子を欠く人の血築を用いた実験から明らかになっている。
本研究はウシ高分子キニノーゲン中に存在するヒスチジン (His) 残基に富む領域と cofactor活性発
現の関係を検討したものである。ウマ高分子キニノーゲンを精製し，血築カリクレインを作用させる
と断片化がおこり，キニン以外に 5 種類のペプチドが遊離される D このうち 4 種のものを単離し，ア
ミノ酸分析及びN末端アミノ酸分析から His 残基に富むペプチドがウマ高分子キニノーゲン中に存在
することを見出した。またキニン周辺のアミノ酸配列を決定し 従来知られていなかったロイシルー
リジループラデイキニンを見出した。ウマ血柴より高純度に単離した第XI[因子，プレカリクレイン，高
分子キニノーゲンを用いて，第XI[因子活性化反応の再構成系を作り，ウシ高分子キニノーゲンが著し
ハUっ“
い反応増幅効果を示すことを明らかにした。またウシ高分子キニノーゲンの機能発現に必要な領域は
キニン部以降の His 残基に富む領域を含む C末側に局在することを再構成系を用いて明らかにした。
再構成系を 2 つの素反応、に分けた場合でも，高分子キニノーゲンは両方の系で増幅効果を持ち，か
つ活性型湿因子によるプレカリクレインの活性化反応においては，高分子キニノーゲンは活性型理因
子のプレカリクレインに対する親和性を高めていることを明らかにした。
以上の論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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